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研究目的
（1）遺伝子治療の現状
　癌に対する遺伝子治療は、米国を中心とした基盤研究
に支えられ、過去 10 年あまりの間、やはり米国主導に
よる臨床試験研究が実施されてきた。これらの臨床試験
の結果そのものは、遺伝子治療が他の治療と比較して、
必ずしも有効であることを示したものではなかった。む
しろ、腫瘍局所の退縮は見られるものの、生存率の向上
は一部の研究を除いて得ることができていない、という
のがその結論である。これまでの臨床試験研究の対象が
進行症例であることが、有効性を示せなかった理由の一
つとして挙げられるが、最も基本的なことは、現行の遺
伝子治療が遺伝子導入効率などの点において、まだ多く
の改善の余地が残されているということである。
　遺伝子治療を進めるにあたって、安全性の確保が焦点
となった事例もある。アデノウイルスによる死亡例と、
レトロウイルスによる白血病発症がその例である。これ
らの有害事象は、ウイルスベクターを用いた場合に想定
されていたことが、現実のものとなったという点で、遺
伝子治療の臨床試験実施にあたって重い教訓となってい
る。しかし、これらの有害事象発生そのものは、遺伝子
治療を直ちに否定することには繋がらない。新規治療法
の開発には、予期せぬ事象が起こりうることを理解して、
慎重な対応が望まれることは、むしろ当然のことである。
現在の遺伝子治療の問題点の多くが、生体における遺伝
子発現の制御が可能になって、初めて解決できるもので
あるため、遺伝子治療の範疇も、単なる外来遺伝子の生
体内投与という狭義の内容から、いわゆる細胞治療、再
生医学、ナノメディスンとの連携によって、広義の遺伝
子治療へと拡がりを見せる必要がある。その意味では、
遺伝子治療はまだスタートラインにたったばかりとも言
える。一方、これまでの臨床試験研究から得られた知見
も、今後の研究には有用であることは言うまでもない。
例えば、人体に投与されたベクターの挙動や、臓器にお
けるベクター分布状況、投与遺伝子の発現安定性、発現
した外来性蛋白質に対する免疫応答等がその例である。
また、免疫応答を利用した治療では、遺伝子治療後に特
定の分子に対する免疫反応が惹起され、新規癌抗原の同
定に至る可能性も考えらてれる。
　米国における新規の臨床試験研究数は、ここ数年減少
傾向にあることは事実で、これは、遺伝子治療が基盤研
究に回帰していることを示唆している。一方、中華人民
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要　旨
　腫瘍に高発現を示すミッドカイン遺伝子の転写調節領域を使用して、ウイルスの増幅を制御できるタイプ 5
型の組換えアデノウイルスを作製した。このウイルスは、正常細胞に比較して腫瘍細胞をより強く傷害し、免
疫不全マウスに生着させたヒト腫瘍に対して抗腫瘍効果を発揮した。また、血清型の異なる 35 型のファイバー
領域を用いて、同領域を置換したアデノウイルスは、5 型ウイルスが感染しにくい消化器扁平上皮癌に対して高
率に遺伝子導入が可能であった。樹状細胞の抗原獲得と活性化は、腫瘍破壊によって放出される腫瘍抗原に対
する免疫応答を、効果的に誘導する際に不可欠である。そこで、樹状細胞上の Fas あるいは CD40 分子を、腫
瘍細胞に発現させた Fas ligand および CD40 ligand で刺激したところ、Fas/Fas ligand 刺激では抗原獲得の
みが、CD40/CD40 ligand 刺激では樹状細胞の活性化のみが生じていた。また、活性化樹状細胞から分泌され、
IL-12 ファミリーに属する新規サイトカイン IL-23 および IL-27 を、腫瘍局所から分泌させると腫瘍特異的な
抗腫瘍効果を示した。
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共和国における臨床試験数が急増しているが、残念なが
らその詳細については、ほとんど報告されていない。し
かし、Shenzhen SiBiono GeneTech Co. は、2003 年
に p53 遺伝子発現を可能にするアデノウイルスの製剤
を、中国の国家食品薬品監督管理局（SFDA）より認可を受
け、さらに Shanghai Sunway Bio-Tech Co. は、頭頚
部癌等に対して E1B-55kDa 欠損のアデノウイルスの第
3 相臨床試験研究を終了し、近い将来 SFDA より同製剤
の認可を受ける予定であると伝えられている。中国にお
ける GMP 基準や臨床試験研究の手法は、欧米諸国とほ
ぼ同一であることから、これら中国籍企業の動向は注目
すべきである。また、これらの企業における遺伝子治療
特許等の権利関係が、どのように付与されているのかに
ついても、注意を払わねばならない。このような世界の
状況下にあって、日本における遺伝子治療の方向性とし
ては、基盤研究を推進し、臨床試験研究において多くの
経験を積み重ねるという、本来あるべき姿を堅持する以
外にはない。また、臨床試験研究を実施していくために
は、社会の多くの分野との連携なくしては不可能であり、
そのため説得力のある基盤研究の成果が求められるのは
当然であり、基盤研究と臨床試験研究を相互に繰り返す
ことにより、遺伝子治療の問題点を一つ一つ解決してい
くことが、現在最も求められていることである（1）。
（2）本研究の目的
　遺伝子治療の基礎研究として、腫瘍退縮を主眼とする
局所療法の方向性を探ると共に、より高い治療効果を得
るための基盤研究の推進が本研究の目的である。そのた
め、（ア）局所における腫瘍の退縮を目的とした治療法、
（イ）免疫応答を利用した全身的な治療法、の基盤確立
に力点をおいている。特に、腫瘍局所の破壊については、
免疫応答を刺激・活性化する方法で行なう必要性がある
ため、ウイルスを利用した腫瘍特異的な組織破壊を目指
す。そこで、細胞傷害性ウイルスを用いるが、単純ヘル
ペスウイルスや麻疹ウイルスなどの候補のなかで、最も
良く研究され、また強い細胞融解能を有するのがアデノ
ウイルスである。しかも同ウイルスが比較的小さく改変
が容易であり、とりわけタイプ 5 型は、ヒトにおいて発
癌性がないことが判明している。したがって、本研究に
おいても、5 型のアデノウイルスを改変して、その増殖
を腫瘍特異的なプロモーターをもって制御させることに
した（2）。しかも、消化器扁平上皮癌への指向性を増強
させるため、標的細胞上の受容体と結合するウイルス外
殻蛋白の一部であるファイバー領域を、他の血清型のも
のと置換したウイルスの有用性を検討した。また、腫瘍
融解の過程で放出される腫瘍抗原に対して、生体防御反
応を効果的に惹起するため、免疫応答の初期相に関わる
抗原提示過程に研究主眼をおくことにした。そこで、樹
状細胞上に発現させる分子が、抗原提示に関わる機能に
ついて解析し、細胞傷害活性の強化によって、転移巣を
含めた癌治療への可能性を検討することにした。
（3）従来の研究成果
（A）腫瘍特異的な遺伝子発現
　腫瘍に直接的な抗腫瘍効果を狙うためには、腫瘍特異
的な遺伝子発現が重要である。そこで、腫瘍に発現特異
性を有する遺伝子の、転写調節領域を利用すれば、これ
が可能となるはずである。しかし、従来より解析されて
いる腫瘍特異的な転写調節領域は、組織特異性が高く、
広汎な腫瘍に利用できないものであったり、あるいは発
現頻度や転写活性が低く、実際の腫瘍において活用でき
ないことも多く、このため新たな腫瘍プロモーターの同
定が求められていた。そこで、ミッドカイン遺伝子に着
目してその転写調節領域を検討した。ミッドカインは胎
生期の中枢神経系等で発現を認める分泌蛋白で、その複
雑な生物学的機能の全容は未だ明確ではない。しかし、
この遺伝子は多くの消化器癌（食道癌、大腸癌）等で、
高頻度かつ高発現が認められる特徴を有している (3-5)。
一方、大人の正常組織では、小脳歯状核、肺に弱く発現
を認めるのみで、その発現様式の腫瘍特異性は極めて高
い。またそのプロモーターの転写活性化能も SV40 ウイ
ルスの T 抗原プロモーターや、既存の c-erbB-2 や AFP
のプロモーターよりも、はるかに強力であることが明ら
かになっている。そこで、ヒトミッドカイン遺伝子の上
流 2.3kb 領域を用いて、5' 側より順次欠損させた変異体
を作成し、その転写活性化能を、各種ヒト腫瘍細胞と、
各種正常線維芽細胞を用いて検討したところ、転写開始
点から上流 -604bp － -319bp 上に、腫瘍特異的な転写
活性がマップされた。しかも、この活性は SV40 プロ
モーターのそれより数倍強力であった（国際特許出願：
PCT/JP/0106228）。例えば、手術摘出肝癌組織と、同
一患者の非癌部肝組織におけるミッドカイン遺伝子の発
現を検討した結果、15 例中 14 例の症例において、肝癌
組織で同遺伝子の強い発現亢進がみられたが、非癌部に
おいては 1 例も同遺伝子の発現は観察されなかった。同
じ手術検体を用いて、AFP 遺伝子の発現を検討したとこ
ろ、肝癌組織 15 例中 3 例で同遺伝子の発現を認めたが、
この 3 例のうち 1 例は非癌部においても発現を認めた。
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したがって、ミッドカイン遺伝子の発現頻度とその腫瘍
特異性は、AFP 遺伝子のそれよりもはるかに高いことが
判明した。また、ミッドカインプロモーターの転写活性
化能はエンハンサーを付与した AFP のそれより、数倍
強いものであった（6）。
そこで、ミッドカインプロモーターの転写活性化能の調
節機構ならびに、その腫瘍特異性を解析した。その結果、
この転写活性化能は細胞増殖と正の相関を示し、p53 活
性化の経路によって負に調節されることが判明した。こ
のことは、同プロモーターの腫瘍特異性が、細胞増殖が
高く、多くの場合 p53 遺伝子に変異があるという腫瘍の
特性に起因する可能性があることを示唆している（7）。
また、ミッドカインプロモーターの下流に自殺遺伝子で
ある herpes simplex virus-thymidine kinase 遺伝子を
連結し、これを食道癌等各種ヒト腫瘍細胞に発現させた
ところ、プロドラッグである ganciclovir（GCV）に対
する感受性が、遺伝子導入細胞では著しく亢進した。し
かし、正常線維芽細胞に遺伝子導入をおこなった場合で
は、GCV による殺細胞効果は全く見られなかった。また、
ヌードマウスに上記の DNA を発現させたヒト腫瘍を形
成させ、GCV を投与すると、一旦生着した腫瘍は完全
に消失した。すなわち、同プロモーターを使用した自殺
遺伝子治療は、十分に抗腫瘍効果を発揮することが確認
された（8）。
（B）免疫応答を利用した治療
　免疫遺伝子治療へのアプローチとして、各種マウス癌
細胞に、Th1 タイプのヘルパー T 細胞から分泌される
サイトカイン遺伝子（IL-2, IL-12, IL-15, IL-18）をレト
ロウイルスを用いて発現させ、この遺伝子導入細胞を同
系マウスに接種すると、腫瘍は完全に拒絶された（9-11）。
しかも腫瘍を拒絶したマウスに、同じ腫瘍を再度接種し
ても腫瘍は形成されなかったが、他の腫瘍を接種すると
生着し、このマウスに腫瘍特異的な獲得免疫応答が生じ
ていることが明らかとなった。また、IL-4 と GM-CSF
遺伝子の両方を腫瘍に発現させると、やはり T 細胞依存
性の抗腫瘍効果が惹起され、同様の獲得免疫応答が生じ
ていた。IL-4 と GM-CSF は、樹状細胞の増殖に必須で
あることから、抗原提示細胞の誘導が、抗腫瘍効果に重
要な役割を果たしていると考えられた。また、上記の抗
腫瘍効果は、実験的肺転移モデル、腹腔内転移モデルに
おいても同様であり、かつ一旦腫瘍が生着したマウスの
腫瘍局所、あるいは腫瘍部以外の箇所に同サイトカイン
産生腫瘍を接種する、いわゆる治療モデルにおいても、
抗腫瘍効果が惹起された。さらに一度生着した腫瘍に、
レトロウイルスあるいは電気穿孔法で、サイトカイン遺
伝子を直接発現させても、有意に抗腫瘍効果は誘導され
ていた。また、これらのサイトカイン遺伝子導入腫瘍細
胞に、放射線処理をほどこして不活化し、ナイーブマウ
スにこれらを接種すると、抗原特異的な免疫応答が生じ
た。すなわち、サイトカイン遺伝子導入細胞が、腫瘍ワ
クチンとして作用しうることを明らかにした（12）。
方　法
（1）アデノウイルスの作製
　ミッドカイン遺伝子の 5' 上流領域 604bp に、腫瘍
特異的な転写調節領域が存在しているので、野性型ア
デノウイルス（5 型）を組み込んだシャトルベクター
pXC.1（Microbix Biosystems 社）を用いて、上記領域
を E1A 遺伝子の翻訳開始点の直前 (Accession number: 
M73269, 552 番目 ) に、Age I 制限酵素部位を作製し
て挿入した。この部位は、E1AmRNA のキャップ部位
の下流で開始コドンの上流に相当する。この DNA と
pBHGE3（Microbix Biosystems 社）を共に HEK293
細胞に導入し、相同遺伝子組換えによって、組換えアデ
ノウイルスを作製した。
（2）細胞傷害活性
　標的細胞を 96 プレート（1 × 103/well）に播き、そ
の後アデノウイルスを各種の MOI（multiplicities of 
infection）で感染させ、6 日後の生存細胞数を cell- 
counting kit（WST 試薬、和光純薬）を用いて算定した。
（3）ウイルスの増殖
　標的細胞に一定の MOI でアデノウイルスを感染させ、
2 日後細胞を凍結融解を繰り返し細胞抽出液を得た。こ
れを、96 プレート（3 × 103/well）に播いた HEK293
細胞に感染させ、8 日後 50% の細胞が死滅したプレート
に基づいて、50% tissue culture infectious dose（TCID）
（13）により、ウイルスの増殖を算出した。
（4）動物実験
　ヒト腫瘍 HuH-7 細胞を SCID マウスに接種し、腫瘍
を形成させた。腫瘍長径 5mm 程度になった後に、その
腫瘍局所にアデノウイルス（1 × 109 plaque forming 
units: PFU, 0.1ml）投与し、腫瘍体積の増減を検討した。
対照としてリン酸緩衝液（0.1ml）を使用し、腫瘍体積
は（長径×短径 2 × 1/2）で算出した。また、サイトカ
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イン遺伝子を導入した腫瘍細胞は、2 × 105 あるいは 1
× 106 個を同系マウスの皮下に接種して、その後の腫瘍
体積を測定した。
（5）ウエスタンブロット
　アデノウイルス投与した腫瘍や、対照の組織から細
胞融解液を調製し、SDS-PAGE に展開した。E1A 発現
は抗 E1A 抗体（Santa Cruz 社）と抗マウス IgG 抗体
（Souther Biotech 社）を用い、ECL（Amersham 社）
を利用して検出した。
（6）ウイルス感染効率の検討
　サイトメガロウイルスプロモーターの制御下で発現さ
れる green fluorescent protein (GFP) 遺伝子を、組み
込んだアデノウイルスを用いて、標的細胞に一定の MOI
で 30 分間感染させ、ウイルスを除去した後、2 日間さ
らに培養し、GFP 陽性細胞の割合をフローサイトメトリ
ーを用いて検討した。
（7）遺伝子導入細胞の確立
　マウス腫瘍 A11 あるいは CT26 細胞に、レトロウイ
ルスベクター LXSN を用いて遺伝子を導入し、G418 耐
性株を確立した。各細胞の遺伝子発現は、フローサイト
メトリーやノザンブロット法等にて確認した。
（8）樹状細胞の単離
　マウス骨髄細胞を低張液で溶血させた後、CD4, CD8, 
B220, TER119, CD11b に対する抗体を用いて、マクロ
ファージ、T、B 細胞を除去した。さらに培養プレート
に接着する細胞を除いて、残存した骨髄細胞を 10 日間
GM-CSFとIL-4の存在下で培養し、樹状細胞を単離した。
細胞表面マーカーを検討し、これらの細胞が未熟な樹状
細胞であることを確認して、使用した。
（9）樹状細胞と腫瘍細胞の共培養
　樹状細胞と腫瘍細胞を、それぞれ PKH67 と PHK26
色素（Sigama 社）で染色し、6cm の培養プレートで、
1 × 106 個の樹状細胞と 3.3 × 105 個の腫瘍細胞を 12
時間培養し、蛍光顕微鏡を用いて、クラスター形成能を
算出した。
結　果
（1）腫瘍融解性アデノウイルスによる抗腫瘍効果の検討
　アデノウイルス増殖は、初期応答遺伝子の転写によっ
て開始されるが、その中で最初に転写が行なわれるのが
E1A 遺伝子である。この E1A 蛋白は、アデノウイルス
に感染した細胞の S 期への移行をはじめ、アデノウイル
スの増殖を正に制御する作用を有している。ウイルスの
増殖によって、感染細胞の融解が惹起されるので、この
E1A 遺伝子の発現を、腫瘍特異的に行なわせれば、当該
アデノウイルスを腫瘍において特異的に増殖させること
ができ、その結果、腫瘍のみの融解が期待できるはずで
ある（14,15）。そこで、消化器扁平上皮癌に高頻度かつ
高発現を示すミッドカイン遺伝子の転写調節領域（5,8）
を利用して、E1A 遺伝子の発現を制御しうる組換えアデ
ノウイルスを作成した。まず、ヒト正常繊維芽細胞と、
その細胞を放射線と変異型 p53 遺伝子によって不死化し
た細胞（岡山大学・難波正義先生より供与）を標的細胞
として、このウイルスの細胞傷害活性を比較したところ、
組換えウイルスは、正常繊維芽細胞に比べて、不死化し
た細胞をより強く傷害した（図 1）。このとき、対照とし
て用いた野生型のアデノウイルスは、逆に正常繊維芽細
胞をより強く殺傷した。さらに、この組換えウイルスと
野生型ウイルスを用いて、各細胞におけるウイルス増殖
を比較してみると、組換えウイルスは、不死化細胞に感
染させたほうがより高い増殖能を示したのに対して、野
生型ウイルスは、正常細胞に感染させた場合のほうがよ
り強い増殖性を有していた（図 2）。
そこで、他のヒト正常繊維芽細胞と、ヒト腫瘍細胞を用
いて、同様に細胞傷害活性を検討したところ、本組換え
ウイルスは正常線維芽細胞に比較して、約 500 倍もの強
さで腫瘍細胞を特異的に傷害した（図 3）。このとき、組
換えウイルスの増殖を、野生型ウイルスのそれと比較し
てみると、腫瘍細胞では両者に差はなかったが、正常繊
維芽細胞では組換えウイルスの方が、野生型のウイルス
より増殖が低かった（図 4A, B）。したがって、組換えウ
イルスは腫瘍細胞における増殖能を、野生型と同程度の
強さで維持しているが、正常細胞における増殖は、野生
型より抑制されていることが判明した。以上のことから、
本組換えウイルスは、腫瘍特異的な細胞融解性ウイルス
と考えられた。
　さらに実際の抗腫瘍効果について検討するため、ヒト
腫瘍 HuH-7 細胞を用いて、in vivo における同ウイルス
の抗腫瘍効果を検討した。まず SCID 免疫不全マウスに
同腫瘍塊を形成させた後、本組換えウイルスあるいは対
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照として非増殖型のアデノウイルスを、同腫瘍局所に注
入した。この結果、組換えウイルスを接種した群では、
対照群に対して、著しくその後の腫瘍増殖が低下した（図
5）。この時、組換えウイルスが投与された腫瘍において、
E1A 蛋白が発現されており、組織学的にも腫瘍の壊死が
確認された（図 6）。したがって、本組換えウイルスは、
in vivo において腫瘍の組織破壊を引き起こすことが判
明した。また、本組換えウイルスをマウスの腹腔に投与
しても、肝臓をはじめとする主要な臓器に、E1A 遺伝子
の取込みが見られず、本ウイルスによる治療の安全性は、
比較的高いものと思われた。
（2）ファイバー置換型アデノウイルスによる感染効率の
検討
　本研究で使用したアデノウイルスはタイプ 5 型である
ため、ウイルス感染の効率は、標的細胞におけるウイル
ス受容体である CAR (coxsackievirus and adenovirus 
receptor) の発現に、大きく依存している。ヒト腫瘍に
おいて、しばしば CAR の発現が低下している場合が知
られており、タイプ 5 型のウイルスでは、腫瘍への感染
効率の低下の結果、抗腫瘍効果が低下することが考えら
れる。実際に、ヒト口腔癌、食道癌の細胞株を使用して
CAR 発現を検討してみると、その発現レベルはさまざ
まであり、低発現のものも多く存在した（図 7）。そこで
受容体が腫瘍で高発現を示すウイルスを利用すれば、感
染効率が改善すると予測された。アデノウイルスのファ
イバー領域が CAR 結合部位であるので、この領域のみ
を 5 型のものから、血清型の異なる（細胞受容体の異な
る）11 型あるいは 35 型のものに置換したキメラウイル
ス（5/11 型、5/35 型）を用いて、消化器扁平上皮癌に
おける感染効率を検討した。このキメラウイルスの感染
効率は、CAR 非依存性で、タイプ 11 型・35 型の受容
体依存性を示すことが期待される。感染効率の指標とし
て、GFP 遺伝子を組込んだウイルスを利用して、感染細
胞における GFP 陽性率を測定した。その結果、消化器
扁平上皮癌においては、5/11 型の感染効率は 5 型より
優れており、5/35 型の感染効率は 5/11 型より高いもの
であった（図 8）。また、タイプ 11 型・35 型に対する
日本人や欧米人の抗体陽性率は、タイプ 5 型に比較して、
著しく低値であることが知られおり（16）、本研究では
さらに、タイプ 5 型ウイルスと、キメラウイルスによる
二重の遺伝子導入が、同一細胞で可能であることを明ら
かにした。最近、タイプ 11 型と 35 型の細胞受容体は、
CD46 分子であるということが報告されたが（17,18）、
本研究では、この 2 つのウイルスの受容体は CD46 以外
にも存在する、という解析結果を得ている。現在、キメ
ラウイルスの作成を容易にするベクター系を構築中であ
り、このベクター系を使用して、さまざまな腫瘍特異的、
組織特異的プロモーターを用いて、特定の細胞集団や腫
瘍を殺傷できるキメラウイルスを作成し、その効果を検
討する予定である。
（3）樹状細胞の抗原提示と活性化
　腫瘍に対する一連の免疫応答は、抗原提示機能をもつ
樹状細胞が、腫瘍抗原を獲得し、それを提示することか
ら開始される。しかも、この樹状細胞の抗原獲得におけ
る状況によって、免疫寛容となるか、免疫の活性化に繋
がるかが、左右されることも指摘されている（19,20）。
未熟な樹状細胞では、抗原獲得能が強い反面、リンパ球
の活性化に関与する CD86 等の補助分子の発現が、低い
ことが知られている。一方活性化樹状細胞では、もはや
抗原取込みはできないものの、補助分子の発現が亢進し、
リンパ球に活性化シグナルを与えることができる（19）。
したがって、未熟な樹状細胞における抗原獲得を促進し、
効果的に活性化すれば、細胞性免疫応答を強化すること
ができるはずである。そこで本研究では、未熟樹状細胞
上に発現される分子からの刺激によって、抗原提示の増
強等がもたらされるか、検討を行なった（20）。
　未熟な樹状細胞上には Fas および CD40 分子が発現
されているが、これらの分子の生物学的特性を検討する
ために、それらのリガンドを腫瘍細胞上に発現させ、樹
状細胞を刺激した場合、果たして抗腫瘍効果が生じる
のかどうかを解析した。マウス腫瘍細胞（A11）に Fas 
ligand（FasL）を発現させ（A11/FasL）、この細胞を
同系マウスに接種すると、腫瘍は全く形成されず、直
ちに拒絶されたが、この A11/FasL と同じマウス由来
で FasL 陰性の腫瘍細胞（B16）を 10：1 の比率で混
和して接種すると、FasL 陰性の B16 細胞のみが腫瘍を
形成した。したがって、FasL による抗腫瘍効果は、非
特異的な免疫応答によるものでなく、細胞傷害性 T 細
胞が関与する特異的なものであることが判明した。そこ
で、A11/FasL あるいは親株の A11 細胞を、骨髄から
IL-4 と GM-CSF で誘導した樹状細胞と共培養したとこ
ろ、A11/FasL 細胞と共培養した場合のみ、樹状細胞と
腫瘍細胞とのクラスター形成が観察された（図 9）。また、
Fas 欠損同系マウスである lpr/lpr マウスから樹状細胞
を得た場合、このクラスター形成は観察されなかった。
さらに、FasL の膜結合部位を除いて可溶性分子をコー
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ドするように構築した soluble FasL 遺伝子を、A11 細
胞に発現させた場合（A11/Soluble FasL）も、樹状細
胞と腫瘍細胞とのクラスター形成は見られなかった。こ
の lpr/lpr マウスに A11/FasL 細胞を接種した場合、ま
た A11/Soluble FasL を同系マウスに接種した場合も、
腫瘍は形成され、しかもその増殖速度は親株である A11
を接種した場合と変わらなかった。したがって、このク
ラスター形成と抗腫瘍効果の有無は、完全に一致した結
果を示した。そこで、A11/FasL 細胞とクラスター形成
をみた樹状細胞を、腫瘍より分離した後、再度 A11 細
胞と混和して同系マウスに接種すると、腫瘍形成能は著
しく低下したが、この樹状細胞を B16 細胞と混和して
同系マウスに接種した場合、B16 腫瘍は形成され、その
増殖は親株 B16 細胞のみを接種した場合と同程度であ
った。さらに FasL 遺伝子を導入した B16 細胞とクラス
ターを形成した樹状細胞を、親株の B16 細胞と混和する
と、同様に抗腫瘍効果はみられたが、A11 と混和した場
合、抗腫瘍効果は全く観察されなかった。すなわち、樹
状細胞上の Fas と腫瘍細胞上の FasL によって、双方の
細胞のクラスター形成がおこり、しかもこの現象は抗原
提示の促進と強く相関した。また、このとき樹状細胞は
Fas/FasL 刺激を受けたにもかかわらず、アポトーシス
をおこすことはなかった。さらに、Fas/FasL 刺激その
ものも、樹状細胞上の補助分子の発現を亢進させなかっ
た。
　一方、A11 細胞に CD40 ligand（CD40L）を発現さ
せ、その細胞（A11/CD40L）を同系マウスに接種する
と、この腫瘍は拒絶された。A11/CD40L 細胞と樹状
細胞を共培養すると、クラスター形成はごくわずかであ
ったが、樹状細胞の活性化マーカーである CD86 の発
現は亢進していた（図 10）。しかも、この CD86 発現
の亢進は、lipopolysaccharide で刺激した場合と同程
度の高いレベルであった。前述したように、樹状細胞と
A11/FasL を共培養した場合は、CD86 の発現亢進は見
られなかったことから、樹状細胞上の Fas/FasL の刺激
は抗原提示に関与するが、この Fas を介した刺激は直接
的に樹状細胞の活性化を引き起こさず、一方樹状細胞上
の CD40/CD40L 刺激は、抗原提示への関与は低く、活
性化に関与することが判明した。そこで、この共培養
の系を用いて、樹状細胞から分泌されるサイトカイン
を RT-PCR 法で検討した。その結果、FasL 発現細胞と
の共培養では、検討した多くのサイトカインの mRNA
は検出されなかったが、CD40L 発現細胞との共培養で
は、IL-12 の p35 サブユニット、IL-23p19 サブユニッ
ト、IL-18、IFN-γ などが検出された（図 11）。すなわ
ち、樹状細胞の活性化によって分泌されるサイトカイン
の遺伝子発現は、CD40/CD40L の刺激によって惹起さ
れ、Fas/FasL の刺激では見られなかった。このことは、
Fas/FasL 刺激は、樹状細胞の活性化には関与していな
いことを裏付けるものであった。この活性化を伴わない
Fas/FasL 刺激によって、抗腫瘍効果が観察された理由
は現在のところ不明であるが、腫瘍と混和後の皮下接種
時に、非特異的な炎症の惹起によって IL-1β や TNF-α
などが分泌され、この結果、樹状細胞の活性化が引き起
こされたのではないかと考えられる。
（4）新規サイトカインによる抗腫瘍効果
　樹状細胞の活性化に伴って多くのサイトカインが分泌
されるが、これらのサイトカインの遺伝子導入によって、
抗腫瘍効果が誘導されるかどうかを検討した。このなか
で、IL-23 は 2000 年に報告された新規サイトカインで
あり、p19 サブユニットと IL-12 の p40 サブユニット
からなるヘテロダイマーである（21）。その生物学的作
用として、in vitro の系におけるメモリー T 細胞の増殖、
活性化 T 細胞からの IFN-γ 分泌促進が知られており、一
方ナイーブ T 細胞には活性を有しないことが報告されて
いた（21）。つまり、IL-12 は、ナイーブ T 細胞が Th1
ヘルパーT細胞へと分化する過程に作用するのに対して、
IL-23 は、エフェクター T 細胞の免疫記憶の維持に働
くと考えられた。そこで、この IL-23 が果たして、抗腫
瘍効果に関与するかどうかを検討するために、レトロウ
イルスを使用してマウス腫瘍（CT26）に IL-23 遺伝子
（p19+internal ribosome entry site+p40）を発現させ
て、IL-23 分泌細胞を確立した（CT26/IL-23）。この腫
瘍を同系マウスに接種すると、直後は小さな腫瘍形成を
見たが、次第に腫瘍は退縮し、結局完全に拒絶された（図
12）。このとき、p40 サブユニット遺伝子のみを導入し
た細胞の増殖は、親株と変わらず、抗腫瘍効果は IL-23
分泌によって惹起されたことが判明した。CT26/IL-23
腫瘍を拒絶したマウスに、致死量の CT26 細胞を再度接
種した場合、腫瘍は形成されず、マウスは生存したが、
同系マウス由来で別な腫瘍細胞 RL male-1 を接種する
と、同腫瘍は形成されマウスは死亡した。CT26/IL-23
細胞を、α β T 細胞欠損のヌードマウスに接種すると、
腫瘍は形成されたが、その腫瘍増殖は、親株をヌード
マウスに接種した場合に比較して、低下していた。ヌー
ドマウスに抗アシアロ GM1 抗体を投与して、natural 
killer（NK）細胞を完全に除去した場合、CT26/IL-23
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腫瘍の増殖は、抗アシアロ GM1 抗体非投与群と変わら
なかった。以上のことより、IL-23 は T 細胞依存性で、
NK 細胞非依存性の抗腫瘍効果を惹起することが判明し
た。また、NK 細胞を除去したヌードマウスにおいても、
腫瘍増殖は低下したことから、IL-23 による抗腫瘍効果
には、γ δ T細胞やNKT細胞の関与も考えられた。さらに、
CT26/IL-23 腫瘍を拒絶したマウスの脾臓細胞を、放射
線処理した CT26 細胞と共培養すると、その培養上清中
に IFN-γ が検出されたが、RL male-1 細胞と共培養す
ると、IFN-γ は産生されなかった。そこで、この脾臓細
胞から特定の細胞を除去して、IFN-γ 産生を検討すると、
CD8 陽性細胞を除去した場合にのみ、IFN-γ の産生が消
失した。したがって、IL-23 による抗腫瘍効果は、腫瘍
特異的 CD8 陽性 T 細胞によることが明らかになった。
　また、活性化樹状細胞から分泌されるヘテロダイマー
のサイトカインで、IL-12 ファミリーに属する IL-27 が、
2002 年に報告された（22)。IL-12 受容体の発現がない
ナイーブ T 細胞に、IL-27 の受容体が発現していること
から、IL-27 は T 細胞分化の極めて早期の段階で、作用
すると考えられる。また、in vitro で IL-27 は、IFN-
γ 産生を引き起こすことから、IL-23 と同様に、in vivo
において抗腫瘍効果を惹起すると推定された。そこで、
レトロウイルスを用いて IL-27 遺伝子（p28+internal 
ribosome entry site+EBI3）を CT26 細胞に導入し、
その細胞を用いて抗腫瘍効果を検討した。その結果、
IL-27 遺伝子導入は、T および NK 細胞依存性の抗腫瘍
効果を示し、遺伝子導入細胞を接種したマウスの脾臓細
胞における IFN-γ 産生、細胞傷害活性を誘導することが
明らかとなった。
考　察
　本研究で作製した組換えアデノウイルスの増殖は、腫
瘍細胞においては野生型と同様であったが、正常細胞で
は低値であった。すなわち、ミッドカインプロモータの
転写活性は、腫瘍細胞では E1A プロモーターと同程度
であるが、正常細胞では低く、この転写活性の差によっ
て、同ウイルスの腫瘍特異的な増殖が規定されると考え
られる。またこの組換えウイルスは in vivo においても、
抗腫瘍効果を発揮し、その安全性もマウスレベルである
が確認されている。すなわち、2 × 107 PFU の同ウイル
スを immunocompetent なマウスの腹腔内に投与した
場合、投与マウスの肝臓、腎臓、脾臓のいずれの臓器に
おいても、ウイルス DNA の integration は検出されな
かった。またヌードマウスに投与した場合でも、全例同
マウスは生存し、投与後 1, 7, 14 日目では、上記のいず
れの臓器においても、ウイルスの integration は検出さ
れなかった。本組換えウイルスと類似したウイルスとし
ては、米国 Cell Genesys 社が PSA プロモーターを用い
て前立腺癌を標的としたものが挙げられる。同社は現在
第 I / II 相臨床試験研究を遂行中で、当該ウイルス投与
に伴う副作用には重篤なものはなく、前立腺でのウイル
スの増殖がみられことが報告されている。また、抗癌剤
との併用によって治療効果が上昇することも報告されて
いる。
　腫瘍融解性ウイルスは、その基本形として 5 型ウイ
ルスを使用しているので、標的細胞への感染効率は、
CAR 発現レベルに大きく依存している。CAR 以外に、
integrin 等も同ウイルスの細胞受容体となっているが、
抗 CAR 抗体によって、5 型ウイルスの感染が大きく阻
害されることから、やはり CAR と 5 型ウイルスのファ
イバー領域が、ウイルス感染を一義的に規定していると
言える。しかし、ヒト腫瘍ではかなりの頻度で、CAR
発現が低下している。CAR の機能は明確ではないが、
細胞接着に関与しているという報告があり（23）、また
腫瘍細胞に CAR を強制発現させると、腫瘍増殖が低下
する例も知られている（24）。すなわち、CAR の発現低
下が、腫瘍の進展に結びついていることも考えられる。
そこで、他の血清型のアデノウイルスのなかで、受容体
が腫瘍で低下していないものを選択し、そのファイバー
領域を 5 型のそれと置換すれば、CAR 非依存的に感染
が生じるはずである。血清型サブタイプ B の受容体は、
最近 CD46 であることが報告され（17,18）、腫瘍におけ
る CD46 発現は、正常組織に比較してむしろ亢進してい
る（未発表データ）。そこで、タイプ 11 あるいは 35 型
のファイバーを用いて、ファイバーのみのキメラウイル
スを作製してみると、タイプ 5 型に比較して、ウイルス
の感染効率は著しく改善した。とりわけ 5/35 型のウイ
ルスの感染効率は良好で、この構築を用いて、腫瘍融解
性ウイルスを作製すれば、抗腫瘍効果の向上が期待でき
る。正常細胞においても CD46 発現が見られるが、正常
細胞と腫瘍細胞との発現比率は、CAR の場合に比較し
て低いことから、これらのキメラウイルスの安全性は、
タイプ 5 型よりも優れていると推定される。
　また、ウイルスを用いた場合、宿主の免疫応答によっ
て、投与ウイルスの効果が減弱することが容易に想像さ
れる。事実、タイプ 5 型ウイルス投与によって、抗ウイ
ルス免疫応答が惹起されることが知られている。免疫系
が認識するエピトープは、必ずしもファイバー領域だけ
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ではないが、外殻蛋白であるファイバーが主なエピトー
プの一つになっている。したがって、ファイバー領域が
異なるウイルスを複数使用することによって、一つのウ
イルスに対して免疫応答が成立した場合でも、他のウイ
ルスの使用によって、一定の効果を挙げられると考えら
れる。
　局所療法である腫瘍融解性ウイルスによって、一部で
も破壊された腫瘍から得られる腫瘍抗原を、免疫系が効
率に認識することができれば、全身的な治療となる可能
性がある。そこで、樹状細胞の抗原提示と、活性化を中
心に解析したが、本研究の結果は、免疫遺伝子治療のタ
ーゲットとなりうる過程として、すくなくとも、抗原提
示、樹状細胞の活性化、それに引き続くサイトカイン産
生の 3 つがあることを示している。実験的には、FasL、
CD40L あるいは活性化樹状細胞より分泌されるサイト
カイン遺伝子を、腫瘍に発現させることによって、抗腫
瘍効果の誘導が可能であることを明らかにした。そこ
で、今後はマウスの腫瘍抗原ペプチド（AH1）を用いた
実験系をモデルとして、AH1 遺伝子と上記の遺伝子を、
直接マウスに投与することにより、DNA 腫瘍ワクチン
開発の可能性について検討することになる。これには、
DNA を遺伝子発現の安定な筋肉に投与した場合に、ど
のような遺伝子の組み合わせが、抗原提示能を含めて、
抗腫瘍効果の誘導に有用であるのかについての解析が含
まれる。
　免疫遺伝子治療に関して、サイトカイン遺伝子の腫瘍
への導入や、その導入細胞をワクチンとして使用した臨
床試験研究の報告がなされている。しかし、現時点では、
その臨床効果の有無や、免疫遺伝子治療の有効性を論じ
るのはまだ早いと思われる。むしろ、遺伝子治療によっ
て集積されつつある免疫応答の解析を通じて、ヒトにお
ける抗腫瘍免疫応答の理解が深まっている点に注目すべ
きである。例えば、肺癌、悪性黒色腫、白血病患者の自
家腫瘍に GM-CSF 遺伝子を導入し、これを同一患者にワ
クチンとして投与すると、顕著な抗腫瘍効果が観察され
る場合があり、この患者の血清を用いて、対象癌腫の新
規腫瘍抗原が同定される可能性が報告されている（25、
26）。しかも、同腫瘍抗原に対して、細胞傷害性 T 細胞
が誘導されている、という結果も発表されている。そこで、
この T 細胞の T cell receptor を解析すれば、腫瘍抗原
に対応した特異的な細胞傷害性 T 細胞のみを、in vitro
で選択的に増殖させ、それを患者に投与することも可能
となるはずである。したがって、癌に対する免疫遺伝子
治療の臨床試験研究の中から、その治療効果の有無とは
別に、新たな標的分子の発見をはじめ、ヒトに対する腫
瘍免疫応答活性化のヒントが得られると考えられる。
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図 2.  野生型（AdWT）および組換えアデノウイルス（AdMK）の増殖
細胞に MOI=5 の条件で 3 時間感染させ、2 日後の細胞抽出液のウイルス量を TCID によって検討した。
図 1.  野生型（AdWT）およびミッドカインプロモーターを用いた組換えアデノウイルス（AdMK）の細胞傷害活性
ウイルスを一定の MOI で、正常繊維芽細胞（OUMS-24）と、その細胞由来の不死化細胞（P6X）に感染後、細胞生存率
を WST 試薬を用いて検討した。
Ⅱ． 遺伝子治療・免疫治療
98 99
図 4.  野生型（AdWT）および組換えアデノウイルス（AdMK）の増殖
肝癌細胞（A）と正常繊維芽細胞（B）に MOI=5 の条件で 3 時間感染させ、2 日後の細胞抽出液のウイルス量を TCID に
よって検討した。
(B)
図 3.  正常繊維芽細胞（HFF, MRC-5, CDC-18Co）および肝癌細胞（HuH-7, HLE, HLF）に対する
組換えアデノウイルス（AdMK）の細胞傷害活性
一定の MOI で細胞を感染後、WST 試薬を用いて細胞生存率を算出した。
(A)
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図 5.  組換えアデノウイルスによる抗腫瘍効果
SCID マウスに生着させた肝癌（HuH-7）に組換えアデノウイルス（AdMK）、対照として非増殖型のアデノウイルス（GFP
遺伝子を含む E1A 欠損型アデノウイルス、AdGFP）あるいは phosphate buffered-saline（PBS）を 3 日間連続投与し
て、その後の腫瘍増殖を検討した。
図 6.  組換えアデノウイルスによる E1A 発現（A）と病理組織所見（B）
（A）組換えアデノウイルス（AdMK）を投与した筋肉（lane 2, 4）と HuH-7 腫瘍（lane 3、5）（lane 2 と 3, 4 と 5 は
同一マウスの検体）、GFP 遺伝子を含む E1A 欠損の非増殖型アデノウイルス（AdGFP）投与した HuH-7 腫瘍（lane 6）、
ウイルス非投与の HuH-7 腫瘍（lane 7）および陽性対照である HEK293 細胞（lane 1）を用いて、E1A 蛋白発現をウ
エスタンブロット法にて検討した。（B）AdMK あるいは AdGFP 投与の HuH-7 腫瘍をヘマトキシリンーエオジンにて染
色した。
(A)
(B)
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図 7.  食道癌細胞（lane 2-12）のおける CAR 遺伝子の発現
Lane 1: HEK293（対照細胞）、 2: TE1, 3: TE2,  4: TE3, 5: TE10, 6: TE11, 7: TE13、 8: YES2, 9: YES4, 10: YES5, 11: 
YES6, 12: T.Tn, ノザンブロットフィルターの対照として、リボソーム RNA のエチジウム染色を使用した。
図 8.  GFP 遺伝子を有する非増殖型の 5 型、5/11 型および 5/35 型アデノウイルスの、食道癌細胞における感染効率
MOI=5 あるいは 30 の条件下で感染させ、GFP 陽性細胞の比率を算定した。
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図 9.  樹状細胞と遺伝子導入細胞とのクラスター形成
C57BL/6 マウスあるいは C57BL/6 lpr/lpr マウス由来の樹状細胞（DC）と、FasL、soluble FasL 遺伝子導入腫瘍
（A11/FasL、A11/Soluble FasL）あるいは親株（A11/Parent）を 12 時間共培養し、各視野におけるクラスター数を
算出した。
図 10.  CD40L 遺伝子導入による CD86 発現の亢進
C57BL/6 マウス由来の樹状細胞（DC）と、PKH67 色素で標識した A11 あるいは A11/CD40L 細胞を 12 時間共培養し、
DC の CD86 発現を検討した。DC 成熟のマーカーとして lipopolysaccharide（LPS）刺激した DC を対照として使用した。
各数字はそれぞれの分画の割合（%）を示す。
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図 11.  C57BL/6 マウス由来の樹状細胞（DC）と、親株細胞（A11/Parent）あるいは遺伝子導入細胞（A11/FasL、
A11/CD40L）を共培養したもの、あるいは共培養なしの細胞より RNA を抽出し、RT-PCR 法にて各サイトカイン遺伝
子の発現を検討した。p19: IL-23 subunit、p35: IL-12 subunit、Mig: monokine induced by IFN- γ。GAPDH は対
照の遺伝子発現を示す。
図 12.  IL-23 遺伝子導入による抗腫瘍効果。CT26 細胞にレトロウイルスを用いて、IL-23 cDNA（IL-23#1 および #9
の 2 クローン）あるいは p40 cDNA を導入した細胞（p40）、レトロウイルスベクターのみを導入した細胞（Vector）を、
それぞれ 1 × 106 個同系マウスの皮下に接種し、経時的に腫瘍体積を測定した。
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